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O papillomavirus humano (HPV) é o principal responsável pelo cancro do colo do útero 
(CCU) sendo os dois tipos mais oncogénicos o HPV16 e o HPV18. Os factores genéticos 
que contribuem para a evolução do CCU ainda não foram totalmente identificados mas 
numerosos estudos sugerem que a resposta imunitária do hospedeiro é essencial para a 
infecção pelo HPV e provavelmente para a tumorogénese. 
Neste trabalho estudámos os seguintes aspectos na população Açoriana: 1) Análise das 
características clínicas e patológicas do CCU, 2) Identificação e genotipagem do HPV, 3) 
Investigação da existência de associação entre o CCU e 6 polimorfismos escolhidos em 5 
genes que codificam para proteínas envolvidas na resposta imunitária e na progressão para 
CCU. 
Foram recolhidas 78 parafinas com fragmentos de colo do útero entre os anos de 1992 e 
2008. Depois da extracção do DNA viral e genómico, procedeu-se à genotipagem do HPV, e 
identificação de seis polimorfismos localizados nos genes do TP35, MTHFR, IL23R, IL-12A 
e IL-12B. Tentou-se também identificar os alelos do sistema HLA de classe I e classe II. 
O tipo de HPV detectado mais frequentemente foi o HPV16 seguido do HPV58 e HPV31. Os 
tipos menos detectados foram os HPV18, HPV33, HPV45, HPV35, HPV51 e HPV52. 
As variantes mais comuns detectadas nas doentes foram, para o gene do TP35 a variante 
GG, para o MTHFR a variante CC, para o IL23R Rs10889677 a variante CC e Rs7517847 a 
variante GT, para o IL-12A a variante GG e pata o IL-12B a variante AA. Nenhum destes 
polimorfismos estava estatisticamente associado à susceptibilidade genética para o 
desenvolvimento do CCU.   
 










Human papillomavirus (HPV) is mainly responsible for cervical cancer (CC) being the two 
most oncogenic types HPV18 and HPV16.  
The genetic factors that contribute to the evolution of CC have not yet been fully identified 
but numerous studies suggest that the immune response is essential for HPV infection and 
subsequent progression to cancer. 
In this study we sought to study the following aspects in the Azorean population: 1) To 
analyze the clinical and pathological features of the CC, 2)To identify and genotype HPV in 
this disease, 3) To investigate the possible association between CC and polymorphisms 
chosen from 5 genes that encode proteins involved in immune response and development of 
CC. 
A total of 78 paraffin sections, with tissue samples of cervical cancer were retrospectively 
evaluated between 1992 and 2008. After viral and genomic DNA extraction we proceeded to 
HPV genotyping, and identification of six polymorphisms in the TP35 gene, MTHFR, IL23R, 
IL12A and IL12B. We also sought to identify the HLA class I and class II alleles. 
The HPV type most frequently detected was HPV16 followed by HPV58 and HPV31. The 
less frequent types were HPV18, HPV33, HPV45, HPV35, HPV51 and HPV52. 
Regarding genetic susceptibility factors, the most common variants detected in patients 
were, the variant GG in TP53, CC in MTHFR, CC in IL-23R Rs10889677 and GT in 
Rs7517847, GG in IL-12A  and variant AA in IL-12B. None of these polymorphisms was 
significantly associated with genetic susceptibility to CC. 
 








A – Adenina 
Arg – Arginina 
C – Citosina  
CCU- Cancro do colo do útero 
CTL- Linfócitos T citolíticos 
DNA- Ácido desoxirribonucleico 
E1,E2,E4,E5,E6,E7 – Proteínas precoces (early proteins) 
G – Guanina 
HDES - Hospital do Divino Espírito Santo de Ponta Delgada 
HLA – Sistema antigéno leucocitário humano (human leukocyte antigen) 
HPV – Papillomavirus humano 
HSEAH - Hospital de Santo Espírito de Angra do Heroísmo 
IFN-γ -  Interferão γ 
IL-12 – Interleucina 12 
IL-17 – Interleucina 17 
IL-17F – Interleucina 17F 
IL-22 – Interleucina 22 
IL-23 – Interleucina 23 
IL-23R - receptor da IL-23  
L1,L2 – Proteínas tardias (late proteins) 
LA – Ensaio linear de genotipagem do HPV (Linear Array HPV Genotyping 
Assay) 
LCR – região longa de controle (Long control region) 
MGB - Minor groove binder probe 
MHC – Complexo principal de histocompatibilidade (Major histocompatibility 
complex) 
MTHFR – metilenotetrahidrofolato redutase 
NFQ – quencher não fluorescente 
NK - Células natural killer  
pb- pares de bases 
PCR - Reacção em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction) 
pRb- Proteína do retinoblastoma  
Pro - Prolina  
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ROX - 6-carboxi-X-rhodamina 
Rs – referência de polimorfismo (Reference snp) 
SBT – Tipagem por sequência (Sequence based typing) 
SNP – Polimorfismo (Single nucleotide polymorphism) 
SSO – oligonucleótidos específicos de sequência (Sequence-specific 
oligonucleotide) 
T – Timina 
TCD8+ - Células T citotóxicas 
TGF – Fcator de crescimento transformador (Transforming growth factor) 
Th1 – Células T auxiliares 1 
Th17 – Células T auxiliares 17 
TNF – Factor de necrose tumoral (Tumor necrosis factor) 






















Agradecimentos .................................................................................................................................... iii 
Resumo .................................................................................................................................................. iv 
Abstract ................................................................................................................................................... v 
Key words – HPV, CC, genetic susceptibility, polymorphisms. ...................................................... v 
Abreviaturas .......................................................................................................................................... vi 
Índice .................................................................................................................................................... viii 
I. Introdução ............................................................................................................................................ 1 
I.1.Epidemiologia do cancro do colo do útero .............................................................................. 1 
I.2.Epidemiologia do HPV ............................................................................................................... 2 
1.3.Classificação dos tipos de HPV ............................................................................................... 3 
I.4.Estrutura do HPV ........................................................................................................................ 4 
I.5.Progressão para cancro do colo do útero ............................................................................... 4 
I.6. Inflamação na infecção por HPV ............................................................................................. 5 
1.7.Sistema HLA ............................................................................................................................... 6 
I.8.IL-23 e IL-23R .............................................................................................................................. 7 
I.9. IL-12A e IL-12B .......................................................................................................................... 8 
I.10. TP53 .......................................................................................................................................... 9 
I.11. MTHFR ...................................................................................................................................... 9 
II.Objectivos do Estudo .......................................................................................................................10 
III.Materiais e Métodos........................................................................................................................10 
III.1.Selecção do grupo doente e do grupo controlo ................................................................. 10 
III.2.Extracção de DNA viral e DNA genómico ........................................................................... 11 
III.3.Genotipagem de HPV ............................................................................................................ 11 
III.4.Tipagem do sistema HLA de classe I e classe II ............................................................... 12 
III.5.Identificação de polimorfismos por PCR em tempo real .................................................. 13 
III.6.Análise estatística ................................................................................................................... 14 
IV.Resultados .......................................................................................................................................15 
IV.1.Características clínicas e demográficas dos participantes .............................................. 15 
IV.2.Caracterização epidemiológica do HPV na população afectada .................................... 17 
IV.3.Associação entre o sistema HLA de classe I e de classe II e o CCU ............................ 18 
ix 
 
IV.4.Associação entre os polimorfismos seleccionados e o CCU .......................................... 19 
V.Discussão ..........................................................................................................................................22 
V.1.Caracterização do grupo de doentes – Tipagem HPV ...................................................... 22 
V.2.Susceptibilidade genética – HLA .......................................................................................... 23 
V.3.Susceptibilidade genética – p53 ........................................................................................... 24 
V.4.Susceptibilidade genética - MTHFR ..................................................................................... 24 
V.5.Susceptibilidade genética – IL23R ....................................................................................... 25 




Anexo I - Characterisation of human papillomavirus (HPV) genotypes in the Azorean 
population, Terceira island. ........................................................................................................... 32 
Anexo II – Prevalence of cervical human papillomavirus in Azorean women. ...................... 37 
Anexo III - Epidemiology of HPV infection and cervical cancer in Azores –Portugal. ......... 38 
Anexo IV - Novel fast reverse transcriptase PCR assay for molecular detection of human 
influenza A (H1N1) virus................................................................................................................ 39 
 
Índice de figuras 
 
Figura 1 - Incidência e mortalidade no ano de 2002. ([4] Parkin et al, 2005) ......................... 1 
Figura 2 - Árvore filogenética de 92 tipos de HPV com avaliação de máxima verosimilhança 
de um segmento de 291-pb de L1. ([11] Chan et al, 1995) .................................................... 3 
Figura 3 - Ilustração esquemática do genoma do HPV. ([1] Schiffman et al, 2007) ............... 4 
Figura 4 - Distribuição de idades, agrupadas em faixas etárias de cinco anos, por amostras 
no grupo de doentes e no grupo de controlos. .....................................................................16 
Figura 5 – Distribuição do número de amostras conforme o tipo de CCU pelos dois locais de 
recolha das amostras – Ponta Delgada (PDL) e Angra do Heroísmo (AH). ..........................16 
Figura 6- Distribuição dos tipos de HPV no grupo de doentes. .............................................17 
Figura 7 - Distribuição do número de mulheres com polimorfismo TP53 rs1042522, nos 
controlos e nos casos. ..........................................................................................................19 
Figura 8 - Distribuição do número de mulheres com polimorfismo MTHFR rs1801133, nos 
controlos e nos casos. ..........................................................................................................19 
x 
 
Figura 9 - Distribuição do número de mulheres com polimorfismo IL-23R rs7517847, nos 
controlos e nos casos. ..........................................................................................................20 
Figura 10 - Distribuição do número de mulheres com polimorfismo IL-23R rs10889677, nos 
controlos e nos casos. ..........................................................................................................20 
Figura 11 - Distribuição do número de mulheres com polimorfismo IL-12A rs568408, nos 
controlos e nos casos. ..........................................................................................................20 
Figura 12 - Distribuição do número de mulheres com polimorfismo IL-12B rs3212227, nos 
controlos e nos casos. ..........................................................................................................21 
  
Índice de tabelas 
 
Tabela 1 - Taxas de mortalidade por cancro no sexo masculino e feminino em Portugal, 
Europa do Sul e União Europeia em 1995 ([5] Pinheiro et al, 2003) ...................................... 2 
Tabela 2– Dados referentes aos polimorfismos utilizados. ...................................................13 
Tabela 3 – Tabela de contingência bidimensional para o polimorfismo IL-12A rs568408. A 
variável controlo/doente ocupa as linhas e os vários polimorfismos ocupam as colunas. .....15 
Tabela 4 - Distribuição dos tipos de CCU pelos intervalos de idade acumuladas. ................17 
Tabela 5 - Distribuição dos tipos de HPV pelas faixas etárias compactadas. .......................18 
Tabela 6 - Resultados do Teste de Fisher e do Qui-quadrado por SNP. Indicam-se os 
valores da estatística de teste e o valor de p, a probabilidade de que os valores observados 
ocorram quando a hipótese nula é verdadeira. As últimas duas colunas indicam o número de 





I.1.Epidemiologia do cancro do colo do útero 
O papillomavirus humano (HPV) é o principal responsável pelo cancro do colo do útero 
(CCU) [2] sendo detectada associação entre ambos em cerca de 90% dos casos [3]. O CCU 
é o sétimo tipo de cancro mais frequente a nível mundial, e o segundo mais comum em 
mulheres tendo ocorrido 493000 novos casos e 274000 mortes no ano de 2002 – Figura 1 
[4].  
 
Figura 1 - Incidência e mortalidade no ano de 2002. ([4] Parkin et al, 2005) 
Este cancro é muito mais frequente em países em desenvolvimento, onde ocorrem 83% dos 
casos e onde representa 15% dos cancros do sexo feminino, com um risco de aparecimento 
antes dos 65 anos de 1,5%. Nos países desenvolvidos, é responsável por 3,6% dos novos 
casos com um risco cumulativo (dos 0 aos 64 anos) de 0,8% [4]. 
Portugal possui uma taxa de incidência anual relativamente elevada – 17 por 100,000 e 
umas das mais elevadas taxas de mortalidade (tabela 1) - 6,3 comparativamente à União 




Tabela 1 - Taxas de mortalidade por cancro no sexo masculino e feminino em Portugal, Europa do Sul e União 
Europeia em 1995 ([5] Pinheiro et al, 2003) 
 
b
 Europa do Sul: Albânia, Bósnia Herzegovina, Croácia, FYROM (Macedónia), Grécia, Itália, Malta, Portugal, Eslovénia, 
Espanha, Jugoslávia. 
 
I.2.Epidemiologia do HPV 
Os dois tipos de CCU mais frequentes são o carcinoma espinhocelular invasivo e o 
adenocarcinoma [6]. A infecção com um HPV oncogénico é necessária em ambos os tipos 
de CCU, contudo, o tipo de HPV mais frequentemente associado a cada um dos cancros 
pode diferir [6]. 
Os dois tipos mais oncogénicos são o HPV16 e o HPV18 – actualmente preveníveis por 
vacinas [7]. Juntos, são responsáveis por mais de 70% dos CCU, por cerca de 50% das 
lesões de alto grau e por 16-32% das lesões cervicais de baixo grau [8].  
No que concerne à distribuição de HPV na população da Ilha Terceira, identificou-se num 
estudo realizado em 2008, que o HPV31 é o tipo mais frequente, com 26,7% de prevalência, 
seguido pelo HPV16 com uma prevalência de 10%, e pelos HPV51, HPV53, HPV70 e 




1.3.Classificação dos tipos de HPV 
O Papillomavirus co-evoluiu com os seus hospedeiros animais ao longo de milhares de anos 
e o ciclo celular de cada genótipo está intimamente relacionado com a diferenciação do 
epitélio alvo (ex. pele não genital, pele anogenital, mucosa orofaringeal). As relações entre 
genótipos podem ser expressas sob a forma de árvores filogenéticas, baseadas nas 
sequências de DNA e homologia de proteínas, ferramentas úteis à compreensão da 
classificação e comportamento dos HPVs.  
Foram identificados até ao momento mais de 120 tipos de HPV, dos quais aproximadamente 
40 infectam o trato anogenital [10]. Estudos epidemiológicos sugerem que pelo menos 14, 
designados por oncogénicos ou tipos de alto risco, estão significativamente associados com 
a progressão para CCU. São as diferenças a nível da sequência do genoma do vírus que 
determinam o potencial de oncogenicidade e a classificação, baseada na similaridade 
genética, coloca praticamente todos os tipos de alto risco no subgrupo A (Figura 2). 
A maior parte dos HPV de alto risco estão relacionados em termos filogenéticos com o 
HPV16 – 31, 33, 35, 52 e 58 – ou com o HPV18 – 39, 35, 59 e 68 – Figura 2 [11]. 
 
Figura 2 - Árvore filogenética de 92 tipos de HPV com avaliação de máxima verosimilhança de um segmento de 291-pb de 
L1. ([11] Chan et al, 1995) 
Por outro lado, as infecções por HPV de baixo risco oncogénico, tais como HPV6 e HPV11, 
podem causar lesões benignas nas áreas anogenitais (verrugas genitais), ou lesões 
intraepiteliais escamosas de baixo grau no colo do útero. 
 As infecções provocadas pelos HPVs de baixo risco são responsáveis por uma morbilidade 




I.4.Estrutura do HPV 
A nível molecular, trata-se de um vírus de dupla cadeia de DNA, com cerca de 55 nm de 
diâmetro e um genoma circular de aproximadamente 8kb, organizado em uma long control 
region (LCR) necessária à expressão e replicação do vírus, e genes que codificam para seis 
early proteins (E1,E2,E4,E5,E6,E7) e duas late proteins (L1,L2) – Figura 3. Os genes são 
designados por “early” ou “late” de acordo com o seu tempo de acção: os primeiros estão 
envolvidos na replicação do DNA, na regulação da transcrição e na transformação celular e 
os segundos, codificam proteínas que formam a cápside viral e que são descritas como as 
principais responsáveis pela imunogenicidade por possuírem determinantes antigénicos 









As proteínas E6 e E7 são as oncoproteínas primárias. Cada uma possui diversos alvos 
celulares, sendo a p53 e a proteína supressora de tumor retinoblastoma (pRb) os mais 
importantes. A inibição da p53 pela E6 bloqueia a apoptose, enquanto a inibição da pRb 
anula a paragem do ciclo celular. Ambas são expressas em baixos níveis durante o 
processo de infecção. A partir de determinada altura (ainda indefinida) da progressão para 
lesão pré-cancerígena, a expressão de E6 e E7 é desregulada, quer por alterações 
genéticas ou epigenéticas, promovendo a sua sobre-expressão na lesão epitelial [1].  
 
I.5.Progressão para cancro do colo do útero  
O CCU progride em 4 etapas distintas: 1) infecção por HPV, 2) persistência viral, 3) 
progressão do clone de células persistentemente infectadas e finalmente, 4) invasão. 
Figura 3 - Ilustração esquemática do genoma do HPV. ([1] Schiffman et al, 2007) 
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Podem também ocorrer etapas de regressão, nomeadamente o desaparecimento da 
infecção e com menor frequência, regressão de lesão pré-cancerosa para a normalidade.  
A infecção com HPV pode estar associada a factores endógenos e exógenos para que 
ocorra progressão para CCU. Os cofactores candidatos podem ser classificados em três 
grupos: 1) factores exógenos ou ambientais, que incluem o uso de contraceptivos orais, 
hábitos tabágicos, dieta, trauma do colo do útero e coinfecção com outros agentes 
sexualmente transmissíveis como o HIV; 2) cofactores virais tais como a infecção por HPV 
de alto risco, variantes de HPV, carga viral e integração viral e 3) cofactores do hospedeiro, 
incluindo hormonas endógenas, factores genéticos tais como o human leukocyte antigen 
(HLA) e outros factores do hospedeiro relacionados com a resposta imunitária [14]. No que 
concerne aos factores genéticos, estudos de agregação familiar e análise de variantes 
hereditárias, apontam ainda para uma significativa predisposição genética nos tumores do 
colo do útero [15]. 
Os factores genéticos que contribuem para a evolução do CCU ainda não foram totalmente 
identificados mas numerosos estudos sugerem que o tipo de resposta imunitária do 
hospedeiro é essencial para a infecção pelo HPV e consequente progressão para cancro 
[16].  
 
I.6. Inflamação na infecção por HPV 
O papel da inflamação na infecção por HPV e progressão da doença é complexo por 
envolver numerosos processos que conseguem prevenir as infecções ou ainda debelar as 
infecções existentes bem como promover a persistência e progressão de lesões associadas.  
Como já foi dito anteriormente os HPVs têm evoluído de forma a escapar às respostas 
imunitárias que são as responsáveis pela progressão da lesão e consequente evolução 
tumoral [17]. Estudos referem que a maioria das infecções e uma proporção muito 
significativa de lesões neoplásicas causadas por HPV são eliminadas por uma resposta 
imunitária eficiente [17]. 
A evasão à resposta imunitária é actualmente considerada um dos aspectos centrais da 
persistência do HPV que é o factor preponderante nas neoplasias associadas a este vírus. 
A variabilidade genética do hospedeiro, em particular os factores genéticos que participam 
no controlo da resposta imunitária, poderá ser então muito relevante podendo mesmo 
influenciar a infecção natural por HPV [18].  
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1.7.Sistema HLA  
Existem fortes evidências que suportam o papel dos antigénios HLA ao desenvolvimento no 
CCU associado ao HPV. Uma vez que as moléculas HLA são responsáveis pela 
apresentação de moléculas exógenas ao sistema imunitário, participam activamente no 
reconhecimento imune e consequente supressão das células infectadas. A existência de 
determinadas moléculas HLA que se ligam ao antigénio do HPV com elevada afinidade 
pode conferir protecção ao aparecimento de doença, enquanto outras moléculas podem 
estar associadas à susceptibilidade de progressão [19]. Uma vez que a característica 
principal do HLA reside no elevado grau de polimorfismos e que estes polimorfismos são 
determinantes na ligação aos péptidos, é importante identificar os indivíduos com risco 
diferencial para o CCU.  
O HLA é constituído por uma família de genes que pertence ao MHC (Major 
histocompatibility complex), localizado no braço curto do cromossoma 6. Esta família de 
genes é dividida em duas classes, os genes de classe I e de classe II.  
Os genes de classe I - HLA-A, B e C, são expressos por células nucleares e são essenciais 
à marcação de células infectadas para eliminação pelas células T citotóxicas (TCD8+). As 
moléculas HLA classe I apresentam os antigénios exógenos aos linfócitos TCD8+, e estas 
células promovem a eliminação das células infectadas. Também são importantes nas 
respostas imunes inatas, uma vez que as células natural killer (NK) necessitam da presença 
destes antigénios na superfície celular no contexto dos mecanismos de tolerância imunitária 
[19].  
Os genes HLA classe II – DR, DQ e DP, têm padrão de expressão mais restrito, sendo 
expressos tipicamente pelas células do sistema imunitário (macrófagos e linfócitos), e são 
importantes para a regulação da resposta imunitária a infecções virais. As moléculas de 
classe II apresentam os péptidos antigénicos às células T auxiliares CD4+ de forma a iniciar 
a imunidade celular [19]. 
Os três grupos de alelos/haplótipos mais estudados na associação do HLA classe II ao CCU 
são: DQB1*03, DRB1*1501-DQB1*0602 (estes dois alelos estão em desequilíbrio de ligação 
e consequentemente ocorrem com frequência no mesmo haplótipo) e DRB1*13-DQB1*0603 
(também em desequilíbrio de ligação) [18, 20]. Os primeiros dois grupos de alelos estão 
associados ao aumento de risco e o terceiro grupo está associado a um efeito protector. 
Alguns mecanismos da evasão imunitária atribuída ao HPV envolvem o sistema HLA classe 
I, particularmente na interferência das proteínas virais E5 e E7 na apresentação antigénica. 
Demonstrou-se que os seguintes haplótipos estão associadas ao aumento de risco da 
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doença: A*0201-B*4402-Cw*0501-DRB1*0401-DQB1*0301 e B*4402-DRB1-1101-
DQB1*0301 [18].   
 
I.8.IL-23 e IL-23R 
A IL-23 é uma citoquina chave na transição da resposta imunitária inata para a adaptativa 
[21] e a sua actividade é predominante em tecidos das mucosas [22].  
Para que a IL-23 exerça o seu efeito biológico deve ligar-se especificamente ao seu 
receptor, o IL-23R que é expresso na membrana das células alvo, nomeadamente nas 
células T, NK, TNK e, em menor quantidade nos monócitos, macrófagos e células 
dendríticas. O IL-23R é codificado pelo gene IL23R, localizado no cromossoma 1 
(1p31.2~32.1), partilhando 151 kb com o gene IL12RB2.  
A actividade funcional da IL-23 caracteriza-se sobretudo pela capacidade de diferenciar e 
expandir as células T e, contribuir para a formação de um subtipo de células T - Th17, 
responsável pela produção de IL-17, IL-17F e IL-22 [23, 24]  e para a eliminação de 
microorganismos patogénicos nas mucosas.  
Além da participação na diferenciação das células Th17, a IL-23 é sobre-expressa em 
conjunto com a IL-17 em tecido tumoral [25]. A IL-23, que é secretada predominantemente 
por células dendríticas activadas e fagócitos [26], promove a inflamação em tumores e inibe 
a infiltração por células TCD8+ em modelos murinos com cancros epiteliais [21, 27]. É 
também responsável pela promoção da reestruturação tecidular e neo-angiogénese, 
necessárias ao crescimento dos tumores malignos [25, 27]. Por fim, o papel da IL-23 na 
tumorogénese foi claramente demonstrado em murganhos IL-23p19- que eram praticamente 
resistentes à formação de tumores endógenos quando expostos a protocolos de 
carcinogénese química [27].  
A associação de determinados polimorfismos do gene IL23R, como o rs10889677 ou o 
rs7517847, à susceptibilidade a doenças inflamatórias foi amplamente estudada e 
demonstrada na psoríase, na esclerose múltipla, na espondilite anquilosante [28], e na 
doença inflamatória do intestino [29]. No estudo de Zhang et al [25], observou-se que o 
polimorfismo rs10889677 A/C da IL23R estava significativamente associado ao cancro do 
ovário, relacionando-se a associação do alelo C ao aumento de risco. Toda esta informação, 
sugere que o polimorfismo rs10889677 pode contribuir para a regulação do pathway de 
sinalização da IL-23 e eventualmente conferir susceptibilidade a determinadas doenças 




I.9. IL-12A e IL-12B  
As interleucinas IL-12 e IL-23 são membros de uma pequena família de citoquinas pró-
inflamatórias com composições homólogas. Partilham a subunidade p40 (codificada por 
IL12B) que está covalentemente ligada à subunidade p35 (codificada por IL12A) para formar 
a IL-12 ou à subunidade p19 para formar a IL-23 [30]. Apesar das semelhanças estruturais, 
a IL-12 e a IL-23 divergem nas vias bioquímicas em que estão envolvidas.  
Quando ocorre infecção por vírus, neste caso por HPV, os mecanismos imunes mediados 
por células são mais eficazes na defesa do hospedeiro. Nesta fase, as células T citolíticas 
(CTL; que lisam as células infectadas) e as células T auxiliares (Th) são os principais 
componentes na defesa antiviral. As células Th são diferenciadas em células Th1 pela IL-12 
e, uma vez activadas produzem citoquinas como a IL-2, o IFN-γ e o TNF-α. A IL-12 também 
actua em sinergia com a IL-2 de forma a promover a diferenciação dos precursores de CTL 
em células efectoras que contribuirão para a eliminação do vírus através da indução da 
morte por apoptose das células infectadas [31]. 
Além da actividade antiviral, a IL-12 possui actividade anti-tumoral que foi amplamente 
estudada em carcinomas de murganho, demonstrando-se a inibição de tumorogénese e 
regressão de tumores estabelecidos [32, 33]. A principal actividade anti-tumoral desta 
interleucina recai na capacidade de promover imunidade adaptativa das Th1 e resposta de 
linfócitos TCD8+.  
Devido à importância biológica da IL-12, foram conduzidos diversos estudos 
epidemiológicos moleculares de forma a investigar a associação entre polimorfismos na IL-
12A e IL-12B e risco de tumorogénese que inclui o linfoma não-Hodgkin, o carcinoma 
hepatocelular, o cancro de pulmão e o CCU, entre outros [34]. 
No estudo caso-controlo de Chen et al [34], investigou-se a associação dos polimorfismos 
rs568408 G/A e rs2243115 T/G da IL-12A e rs3212227 A/C da IL-12B e risco de CCU em 
mulheres chinesas. Foi descoberto, pela primeira vez, que os polimorfismos rs568408 da IL-
12A e rs3212227 da IL-12B contribuíam para o aumento de risco, principalmente na fase 
inicial de cancro, o que suporta a hipótese de que polimorfismos potencialmente funcionais 




I.10. TP53  
De entre os vários factores genéticos que poderão estar associados ao CCU, o gene 
supressor de tumor TP53 (MIM+191170) é um dos mais fortes candidatos.  
Este gene, que codifica para uma proteína reguladora do ciclo celular, está sobre-expresso 
em diversas células transformadas e em mais de 50% de todos os cancros humanos, 
incluindo o CCU.  
A análise por sequência de clones humanos da TP53 revelou um polimorfismo na posição 
347 - rs1042522 - que resulta na substituição de um aminoácido de uma prolina (Pro) por 
um resíduo de arginina (Arg) no codão 72. Os estudos realizados para demonstrar se este 
polimorfismo está associado à degradação da p53, mediada pela oncoproteína E6, bem 
como se está reflectido no genótipo do TP53 em cancros provocados pelo HPV [35], 
produziram resultados controversos. Contudo, uma meta-análise confirmou um aumento 
ligeiro no risco do carcinoma espinhocelular e adenocarcinoma associado ao genótipo 
Arg/Arg [36].  
 
I.11. MTHFR 
O folato na forma 5,10-metilenotetrahidrofolato é essencial na síntese de DNA e, enquanto 
5-metiltetrahidrofolato, na metilação do DNA. A metilação ocorre nos resíduos de citosina 
das sequências de citosina-guanina. O perfil de metilação de DNA é importante para a 
carcinogénese apesar das razões serem ainda desconhecidas. A hipometilação do DNA é 
um dos eventos essenciais da carcinogénese. O papel do folato nestes processos pode ser 
modulado pelo genótipo C677T do enzima MTHFR. Este enzima converte o 5,10-
metilenotetrahidrofolato em 5-metiltetrahidrofolato, que é o dador metil para a conversão da 
homocisteína em metionina, essencial para a metilação do DNA.  
O papel do folato tem sido inconsistentemente relacionado com a displasia cervical. Sugere-
se que uma dieta reduzida em folato associada a um polimorfismo no enzima 
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) - rs1801133, contribui para o aumento de risco. 
Esta variante, que resulta da transição C-T na posição 677, foi estudada em mulheres com 
displasia cervical concluindo-se que o genótipo TT possui três vezes mais risco de 





II.Objectivos do Estudo 
 
II.1.Analisar as características clínicas e patológicas do cancro do colo do útero em 
setenta e oito doentes do sexo feminino dos Açores; 
II.2.Criar um grupo controlo, sem doença oncológica conhecida, com distribuição de 
idades equivalente ao grupo afectado, de forma a investigar o desenvolvimento do 
cancro do colo do útero e susceptibilidade genética; 
II.3.Identificar e genotipar o HPV no grupo afectado, utilizando fragmentos de tecido de 
colo do útero fixados em formaldeído e incluídos em parafina; 
II.4.Investigar a existência de associação entre 6 polimorfismos escolhidos em 4 genes, 
que codificam proteínas envolvidas na resposta immunitária e no desenvolvimento do 
cancro do colo do útero. 
 
III.Materiais e Métodos 
 
III.1.Selecção do grupo doente e do grupo controlo 
Para a realização deste estudo, foram obtidas informações sobre 78 mulheres com CCU 
confirmado por histologia. As amostras foram colhidas no Hospital do Divino Espírito Santo 
de Ponta Delgada, HDES (São Miguel, Açores) – 54 mulheres, e no Hospital de Santo 
Espírito de Angra do Heroísmo, HSEAH (Terceira, Açores) – 24 mulheres - entre 1992 e 
2008.  
Para elaboração do grupo controlo, foram seleccionadas 103 mulheres, sem patologia 
oncológica associada, a partir de uma base de dados existente no Grupo de Epidemiologia e 
Genética Humana do Departamento de Biologia da Universidade dos Açores. A escolha 
desta amostragem foi baseada numa proporção de 1:2 - doente:controlo - e na aproximação 




III.2.Extracção de DNA viral e DNA genómico 
A extracção de DNA, viral e genómico, foi realizada a partir de três cortes de 5µm de 
parafinas com fragmento de colo do útero com cancro, segundo o estudo de Sutton et al 
[38]. O protocolo utilizado foi baseado no artigo de Bertelsen et al [39] e consiste na 
extracção automática de DNA utilizando a “workstation” robot GenoM-6 (QIAGEN GmbH, 
Hilden, Alemanha) de acordo com as instruções do fabricante. Posteriormente, avaliou-se a 
qualidade do DNA através do ratio da absorção espectrofotométrica a 260 e 280 nm 
(OD260/OD280). 
 
III.3.Genotipagem de HPV 
A genotipagem do vírus foi realizada utilizando o kit Linear Array HPV Genotyping Assay 
(LA) (Roche), de acordo com as instruções do fabricante. 
Este teste envolve dois passos: amplificação de DNA por polymerase chain reaction (PCR) 
com primers biotinilados, seguido da hibridização dos produtos amplificados numa tira de 
teste com sondas oligonucloetídicas específicas num array de linhas paralelas. O ensaio 
está desenhado de forma a amplificar 37 tipos individuais de HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 
51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 6, 11, 40, 42, 54, 61, 67, 69, 70, 73, 82, IS39, 55, 26, 62, 64, 
71, 72, 81, 83, 84, CP6). Para avaliar a qualidade dos ácidos nucleicos em análise, é co-
amplificado o gene da ß-globina humana.  
As reacções foram amplificadas num termociclador, com bloco em ouro, GeneAmp PCR 
System 9700 (Applied Biosystems) utilizando o seguinte perfil: 50ºC por 2 minutos (min), 
95ºC por 9 min (activação da AmpliTaq®Gold), 40 ciclos a 95ºC por 30 segundos (seg) para 
desnaturação, 55ºC por 1 min (annealing) e 72ºC por 1 min (extensão), 1 ciclo a 72ºC 
durante 5 min para extensão final e 72ºC até recolha dos produtos de PCR do termociclador 
(deverá ser realizada nas 5 horas seguintes). Foi utilizado um controlo positivo e um controlo 
negativo conhecido em cada ensaio.  
Após amplificação o produto de PCR é desnaturado, de forma química, dando-se início à 
hibridização no equipamento AutoLipa (Innogenetics). O teste possui 39 sondas 
imobilizadas, sendo 37 específicas do HPV e 2 de controlo com a ß-globina. 
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Os resultados são obtidos por visualização directa das tiras de teste através da comparação 
visual com o Guia Referência dos tipos de HPV fornecido pelo kit. A sensibilidade do ensaio 
é de 10 cópias virais por reacção.  
 
III.4.Tipagem do sistema HLA de classe I e classe II 
A tipagem HLA foi realizada utilizando o kit Lifecodes HLA-SSO typing com utilização do 
equipamento Luminex 100™ (Luminex Corporation, Austin, TX), de acordo com as 
instruções do fabricante. Este kit, baseia-se na hibridização da cadeia simples do produto de 
PCR a sondas SSO (sequence-specific oligonucleotide) imobilizadas em microesferas. A 
análise dos resultados determina a presença/ausência de sequências específicas de DNA 
identificando assim os possíveis alelos presentes na amostra. 
O PCR foi realizado utilizando um volume final de 25µl, contendo 7,5µl de MasterMix 
(Luminex) correspondente ao locus HLA a tipar, 0,3 µl de AmpliTaq® DNA Polimerase 
(Applied Biosystems), 12,2 µl de água e 5 µl de DNA genómico numa concentração de 
10ng/µl. A amplificação foi realizada num termociclador GeneAmp PCR System 9700 com o 
seguinte perfil: 95ºC por 5 min, seguido de 8 ciclos a 95ºC por 30 seg, 45 seg a 60ºC e 45 
seg a 72ºC, 32 ciclos a 95ºC por 30 seg, 45 seg a 63ºC e 45 seg a 72ºC e por fim, 72ºC por 
15 minutos para extensão final.  
A hibridização dos produtos obtidos por PCR-SSO é identificada por sistema colorimétrico 
de fluorescência sendo a identificação dos alelos realizada utilizando o software QuickType 
(Life Match V.2.3). 
Por não estar a obter resultados eficientes com este tipo de técnica, tentou-se nova 
abordagem, a tipagem do sistema HLA por sequenciação (SBT-Sequence Based Typing).  
Para realização de SBT utilizou-se o kit SeCore®HLA Sequencing que consiste na 
amplificação do locus alvo através da utilização do mix de amplificação, FastStart™Taq 
DNA Polimerase e DNA genómico. O produto resultante é purificado  com ExoSAP-IT™, 
anteriormente à sequenciação, de forma a degradar primers não incorporados e hidrolisar os 
nucleótidos livres. A cronologia dos nucleótidos e os subtipos HLA resultantes são 
determinados por sequenciação multicolor baseada em fluorência, BigDye®Terminator. As 
reações finais são purificadas por precipitação com etanol. Os produtos desnaturados são 
inseridos no sequenciador 3130xl Genetic Analyser (Applied Biosystems)  e os resultados 
são detectados e analisados utilizando o software Assign 3.5 (Conexio Genomics). 
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Também esta técnica se mostrou incapaz de gerar resultados pelo que não são 
apresentadas tipagens HLA neste trabalho.  
 
III.5.Identificação de polimorfismos por PCR em tempo real  
Por se tratar de DNA genómico extraído a partir de parafina, e consequentemente 
fragmentado, optou-se por realizar a identificação dos polimorfismos por técnica de PCR em 
tempo real - TaqMan® SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems), seguindo o 
procedimento utilizado no estudo de Wong et al [40]. 
 Este procedimento baseia-se na utilização de duas sondas marcadas, uma para cada alelo. 
Cada sonda consiste num oligonucleótido com um marcador reporter 5’ MGB (minor groove 
binder probe) e num quencher 3’ não fluorescente (NFQ). O marcador VIC® está ligado 
covalentemente à extremidade 5’ da sonda de detecção do alelo 2 (wild type) e o marcador 
FAM™ à extremidade 5’ da sonda de detecção do alelo 1 (mutante). As sondas 
Taqman®MGB são degradadas aquando da amplificação pela actividade de exonuclease 5´-
3´da polimerase. Durante esta degradação, o grupo fluorescente separa-se do quencher, 
levando a um aumento de fluorescência. O sinal de fluorescência é normalizado pela divisão 
da intensidade de emissão do marcador repórter com o marcador referência (ROX, 6-
carboxy-X-rhodamine) incluído no mix de reacção.  
Os primers respeitantes aos polimorfismos escolhidos são fornecidos pela Applied 
Biosystems, através dos códigos de referência (rs-reference snp) apresentados na tabela 2. 
Tabela 2– Dados referentes aos polimorfismos utilizados. 
Polimorfismo Rs Gene Tipo de SNP Alelos 
IL-23R rs10889677 IL-23R 3’UTR A/C 
IL-23R rs7517847 IL-23R Intrão G/T 
IL-12A  rs568408 IL-12A 3’UTR A/G 
IL-12B rs3212227 IL-12B 3’UTR A/C 
TP53 rs1042522 TP53 Missence C/G 
MTHFR rs1801133 MTHFR Missence C/T 
 
A reacção de PCR foi realizada num volume final de 25µl, contendo 12,5µl de Taqman® 
Genotyping Mastermix, 1,25µl de Taqman® SNP Genotyping Assay 20x (Applied 
Biosystems) e 10-20ng de DNA genómico diluído em água destilada, perfazendo um total de 
11,25 µl. A amplificação de PCR e detecção do fragmento amplificado foi realizada no 
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equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). O perfil de 
amplificação foi o seguinte: 95ºC por 10 min para activação da AmpliTaq®Gold, seguido por 
50 ciclos a 92ºC por 15 seg para desnaturação e 1 min a 60ºC para annealing e extensão. 
As amostras foram analisadas com non template controls (NTC) em placas de 96 poços.  
A discriminação alélica foi realizada com o produto de pós-PCR. Os dados de fluorescência 
destes produtos foram analisados utilizando directamente o programa de discriminação 
alélica do instrumento e representados em formato de gráfico. 
 
III.6.Análise estatística 
Um objectivo importante deste trabalho consistiu em investigar a associação entre 
determinados polimorfismos e o CCU. Traduzindo em questões: o facto de se identificar 
determinado polimorfismo numa mulher, fornece alguma informação sobre a probabilidade 
da mulher ser controlo ou doente? Ou, inversamente, saber que uma mulher tem CCU 
fornece alguma informação sobre que tipo de polimorfismo possui? Se a resposta a estas 
perguntas for afirmativa, conclui-se que existe associação entre a doença e o polimorfismo, 
ou, em caso contrário, não há evidência para dizer que existe.  
Existem muitas técnicas estatísticas para investigar a existência de associação entre as 
variáveis. Entre as técnicas que investigam um polimorfismo de cada vez – designadas por 
técnicas univariadas, os métodos mais utilizados para tabelas com contagens de indivíduos 
são o teste exacto de Fisher e o teste do Qui-quadrado. O teste exacto de Fisher é 
largamente utilizado por não requerer pressupostos sobre a distribuição da estatística de 
teste e o Qui-quadrado é utilizado devido à sua reconhecida potência, ou seja, a capacidade 
para detectar associação em amostras, quando existe associação na população.  
Entre as técnicas multivariadas, que investigam mais do que um polimorfismo de cada vez, 
a mais importante é a análise generalizada de regressão múltipla, e no caso específico 
deste trabalho, a regressão logística, por se tratar de uma variável dependente binária: ser 
doente versus não ser doente. 
As boas práticas sugerem que se comece por análises mais simples – univariadas – antes 
de avançar para modelos mais complexos, uma vez que a inexistência de associações 
univariadas, desencorajará a utilização de modelos mais sofisticados.  
Seguindo este raciocínio, construíram-se tabelas de contingência bidimensionais de 
dimensão 2x3, exemplificadas na tabela 3, onde as células são ocupadas por contagens de 
número de mulheres em cada combinação de linhas por coluna.  
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Tabela 3 – Tabela de contingência bidimensional para o polimorfismo IL-12A rs568408. A variável controlo/doente 
ocupa as linhas e os vários polimorfismos ocupam as colunas. 
 
 
Usou-se o teste de Fisher e o teste do Qui-quadrado para testar a hipótese nula de que não 
existe associação entre a variável em linhas – ser ou não doente - e a variável em colunas – 
tipo de polimorfismo. O teste de Fisher para tabelas de dimensão 2x3 requer meios 
computacionais pelo que os cálculos foram efectuados no software SPSS v17®. 
IV.Resultados 
 
IV.1.Características clínicas e demográficas dos participantes  
Vinte e uma amostras foram consideradas como inadequadas para os ensaios moleculares 
devido a ausência de DNA genómico e, por essa razão, excluídas do estudo. 
Consequentemente, o grupo afectado ficou constituído por 57 mulheres, com idades 
compreendidas entre os 29 e os 85 anos e com média de 57 anos. O grupo controlo foi 
constituído por 105 mulheres, sem registos clínicos de doença oncológica conhecida, com 
uma média de idades de 50 anos, compreendidas entre os 25 e os 82 anos de idade (Figura 
4). Todas as participantes são provenientes dos Açores, mais especificamente das Ilhas de 
São Miguel, Terceira, Santa Maria e Faial. 
GG AA GA total
Controlo 92 1 9 102





Figura 4 - Distribuição de idades, agrupadas em faixas etárias de cinco anos, por amostras no grupo de doentes e no 
grupo de controlos. 
 
Relativamente aos tipos de CCU no grupo de doentes, foram diagnosticados 45 carcinomas 
espinhocelulares invasivos, 8 carcinomas espinhocelulares micro-invasivos e 4 
adenocarcinomas invasivos do endocolo, (Figura 5). 
 
Figura 5 – Distribuição do número de amostras conforme o tipo de CCU pelos dois locais de recolha das amostras – 
Ponta Delgada (PDL) e Angra do Heroísmo (AH). 
 
Ao proceder ao agrupamento de idades, é possível verificar na tabela 4 que o carcinoma 
espinhocelular é mais comum entre os 40 e os 49 anos de idade. Por outro lado, tanto o 
carcinoma espinhocelular micro-invasor como o adenocarcinoma invasor do endocolo são 






























invasor adenocarcinoma invasor endocolo Total 
25-39 6 2 
  40-49 13 1 1 
 50-59 7 1 
  60-69 7 3 3 
 >69 12 1 
  
 
45 8 4 57 
 
IV.2.Caracterização epidemiológica do HPV na população afectada  
Foi detectado DNA viral em 49 das 57 amostras (86% das amostras). Todas as infecções 
simples, eram provocadas por tipos de alto risco, e no caso das infecções múltiplas, além 
dos tipos de alto risco, foram detectados dois tipos – HPV66 e HPV67 – cuja classificação 
ainda não está totalmente determinada. Não foram detectados HPV de baixo risco. 
Como demonstrado na Figura 6, o tipo de HPV detectado mais frequentemente foi o HPV16 
(34 em 57 mulheres, ou 70% no total das amostras positivas), seguido do HPV58 (3 em 57, 
6% no total de positivas), HPV31 (2 em 57 amostras, 4% no total das positivas). Os tipos de 
HPV menos detectados foram os HPV18, HPV33, HPV45, HPV35, HPV51 e HPV52 cada 
um com 1 amostra em 57, ou seja 2% no total das positivas para cada tipo.  
  
Figura 6- Distribuição dos tipos de HPV no grupo de doentes. 
Relativamente à distribuição do HPV16 – tipo mais frequente – pelas faixas etárias, este 
está presente em todos os intervalos, em especial entre os 40 e os 49 anos e entre os 60 e 
os 69 anos de idade (tabela 5). As infecções duplas foram identificadas maioritariamente em 






























Tabela 5 - Distribuição dos tipos de HPV pelas faixas etárias compactadas. 
Idade 
compactada  HPV16 HPV58 HPV31 HPV18 HPV33 HPV45 HPV35 HPV51 HPV52 
Infecções 
duplas Total 
25-39 5                 1   
40-49 10         1 1         
50-59 6 1   1               
60-69 8   1           1     
>69 5 2 1   1     1   3   
 Total 34 3 2 1 1 1 1 1 1 4 49 
 
É possível verificar também que existe uma prevalência acentuada do tipo HPV16 como 
causador do carcinoma espinhocelular invasivo. Aproximadamente 79% dos diagnósticos 
são carcinomas espinhocelulares invasivos e cerca de 70% dos casos do grupo afectado, 
são infecções por HPV16. 
 
IV.3.Associação entre o sistema HLA de classe I e de classe II e o CCU 
Não foi possível obter tipagens HLA através da utilização do kit LifeCodes HLA-SSO Typing.  
Para confirmar a ineficiência desta técnica neste tipo de amostras, seleccionaram-se 35 
amostras (para o locus HLA-A e para o locus HLA-B) que foram corridas em gel de agarose 
a 1,7% de forma a atestar a presença de produto amplificado. Foi possível verificar que 
apenas cinco amostras apresentavam produto visível em gel, ou seja, produto amplificado. 
Estas amostras foram processadas e analisadas no equipamento Luminex sem que se 
tenha obtido qualquer resultado. Utilizou-se o produto de PCR das mesmas para realizar 
nova amplificação (de acordo com o perfil descrito em III.4.).  
Estes produtos foram corridos em novo gel de agarose a 1,7%, não se tendo identificado 
qualquer produto visível. De qualquer forma, foi efectuada hibridização e análise no software 
QuickType, que conseguiu apenas tipar uma amostra para o locus B: HLA-B*0831-44. 
Por não estar a obter resultados eficientes com este tipo de técnica, tentou-se nova 
abordagem, a tipagem do sistema HLA por sequenciação (SBT-Sequence Based Typing). 
Também esta técnica se mostrou incapaz de gerar resultados pelo que não são 




IV.4.Associação entre os polimorfismos seleccionados e o CCU 
Os gráficos de barras das Figuras 7 a 12 apresentam, para cada polimorfismo, as 
distribuições do número de mulheres por tipo de polimorfismo, nos controlos e nas doentes. 
Caso houvesse associação entre determinado polimorfismo e doença, seria de esperar que 
esse SNP exibisse diferenças, entre controlos e doentes, na forma destas distribuições. 
Contudo, não existem diferenças evidentes entre os dois grupos de mulheres. 
A única excepção ocorre para o SNP IL-12B rs3212227, no qual a proporção de mulheres 
com CCU que têm o genótipo CA, aparenta ser claramente superior à mesma proporção 
entre os controlos – Figura 12.  
 
Figura 7 - Distribuição do número de mulheres com polimorfismo TP53 rs1042522, nos controlos e nos casos. 
 




Figura 9 - Distribuição do número de mulheres com polimorfismo IL-23R rs7517847, nos controlos e nos casos. 
 
Figura 10 - Distribuição do número de mulheres com polimorfismo IL-23R rs10889677, nos controlos e nos casos. 
 




Figura 12 - Distribuição do número de mulheres com polimorfismo IL-12B rs3212227, nos controlos e nos casos. 
Na continuação da análise, realizou-se uma análise estatística univariada de forma a 
investigar a hipótese nula: ausência de associação entre a doença e os polimorfismos, para 
cada um dos polimorfismos. 
A tabela 6 apresenta os resultados do teste de Fisher e do Qui-quadrado por cada 
polimorfismo. 
Tabela 6 - Resultados do Teste de Fisher e do Qui-quadrado por SNP. Indicam-se os valores da estatística de teste e o 
valor de p, a probabilidade de que os valores observados ocorram quando a hipótese nula é verdadeira. As últimas 
duas colunas indicam o número de casos e de controlos usados nos testes em cada SNP. 
 
Nenhum dos testes realizados é estatisticamente significativo, uma vez que a probabilidade 
de os valores observados se desviarem da hipótese nula por mero acaso, representada por 
p, é sempre maior que 0,05. 
Tal como referido anteriormente, observou-se que o polimorfismo IL-12B rs3212227 
apresenta o valor mais baixo de p (p= 0,14 e p=0,13 nos testes de Fisher e Qui-quadrado, 
respectivamente) mas não é suficientemente baixo para rejeitar a hipótese de não-
associação entre o polimorfismo e a doença.  
SNP T Fisher p Qui-quadr
graus 
liberd p casos controlos
TP53 Rs1042522 0,46 0,83 0,28 2 0,87 44 104
MTHFR Rs1801133 2,23 0,36 2,30 2 0,33 53 105
IL-12A Rs568408 2,54 0,28 2,65 2 0,26 51 102
IL-12B Rs3212227 4,02 0,14 4,08 2 0,13 51 102
IL-23R Rs10889677 0,39 0,83 0,40 2 0,83 55 103
IL-23R Rs7517847 0,18 0,95 0,13 2 0,95 56 103
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Perante os dados analisados, é possível concluir que não existem evidências 
suficientemente fortes para concluir que existe associação entre qualquer um dos 




Neste estudo, utilizaram-se apenas amostras com diagnóstico de CCU incluídas em 
parafina. Este factor foi limitante em dois aspectos: no número de amostras recolhidas e na 
qualidade dos ácidos nucleicos obtidos. 
Relativamente ao primeiro aspecto, é necessário ter em consideração que uma proporção 
considerável de mulheres açorianas com doença oncológica é diagnosticada e tratada em 
Portugal continental sendo assim mais difícil a obtenção de material biológico. Desta forma, 
e apesar de terem sido solicitadas amostras de todas as mulheres diagnosticadas no 
período de 1992 a 2008, nos HSEAH e HDES, estava disponível material biológico de 
apenas 78 doentes com CCU.  
A qualidade do DNA extraído também é severamente comprometida devido à utilização de 
fragmentos de colo do útero incluídos em parafina. Apesar da utilização da extracção 
automática de ácidos nucleicos ser o método mais recomendado em tecidos incluídos em 
parafinas [39, 41], a qualidade da amplificação é afectada em produtos de PCR maiores do 
que 200pb. 
 
V.1.Caracterização do grupo de doentes – Tipagem HPV 
Foi identificado HPV em 86% do grupo afectado. Este resultado está de acordo com os 
dados descritos pela meta-análise conduzida pela International Agency for Research on 
Cancer [2], onde a prevalência ajustada de HPV no cancro de colo de útero na Europa é de 
86,7%.  
Os tipos de HPV identificados por ordem decrescente de prevalência foram o HPV16, HP58, 
HPV31, HPV18, HPV33, HPV45, HPV35, HPV51 e HPV52, o que é distinto da distribuição 
descrita por Clifford et al [2]: HPV16, HPV18, HP45, HPV31, HPV33, HPV58, HPV52, 
HPV35 e HPV59. É provável que esta variação se deva ao facto de existir uma elevada 
percentagem de carcinomas espinhocelulares invasivos presentes neste estudo, os quais 
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são maioritariamente causados pelo HPV16 e outros tipos relacionados filogeneticamente 
como os HPV58 e HPV31.  
No caso do adenocarcinoma invasivo do colo, a meta-análise de Clifford refere que o HPV18 
é o tipo mais frequente, seguido pelo HPV16, mas no nosso estudo detectou-se apenas um 
caso infectado com HPV16 e outros três casos foram negativos. A baixa proporção deste 
tipo de CCU comparativamente ao carcinoma espinhocelular invasivo poderá dever-se ao 
facto do tecido colunar que origina o adenocarcinoma ser menos acessível e, possivelmente 
menos susceptível a infecções por HPV. Outro motivo que poderia ser apontado, poderia ser 
a difícil recolha de células colunares por esfoliação embora tal não se possa aplicar neste 
estudo, pois a maioria das amostras foram colhidas por biopsia. 
 
V.2.Susceptibilidade genética – HLA 
A região MHC, localizada no braço curto do cromossoma 6, contém vários genes envolvidos 
na regulação da resposta imunitária, incluindo a região de genes HLA, altamente 
polimórfica. 
Os genes do sistema HLA classe I e classe II interferem na regulação da resposta dos 
linfócitos T a agentes exógenos.  
Estudos realizados em diversas populações, sugeriram que o sistema HLA de classe II 
poderia estar associado à susceptibilidade a infecções por HPV e a lesões malignas 
anogenitais causadas pelo vírus. Em estudos caso-controlo, foram detectadas associações 
significativas entre o carcinoma espinhocelular invasivo e os alelos/haplótipos DQB1*03, 
DRB1*1501-DQB1*0602 e DRB1*13-DQB1*0603 [20]. Por outro lado, a protecção contra 
este tipo de cancro foi também demonstrada em indivíduos DRB1*13 e, menos 
frequentemente, em indivíduos DRB1*03, DRB1*01 e DQB1*05 [18, 20]. Apesar do 
mecanismo destas associações não estar ainda totalmente esclarecido, estes estudos 
sugerem que determinados haplótipos são menos aptos a para eliminar a infecção viral [18]. 
Em relação ao HLA de classe I, apesar de existirem menos estudos e associações 
disponíveis, demonstrou-se que os seguintes haplótipos estão associados ao aumento de 
risco da doença: A*0201-B*4402-Cw*0501-DRB1*0401-DQB1*0301 e B*4402-DRB1-1101-
DQB1*0301 [18].   
Apesar de não terem sido possíveis tipagens dos grupos de doentes e controlos, é possível 
ter uma noção geral de quais os alelos mais frequentes na população em questão a partir 
dos estudo publicados previamente [42, 43]. Os alelos mais comuns e as suas prevalências 
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para cada um dos locus nesta população são: A*0201 (24.5%), B*510101 (9.8%), Cw*0401 
(14.8%), DRB1*070101 (18.3%), DQA1*0201 (17.4%) e DQB1*0301 (19.4%) e o haplótipo 
estendido predominante é o A*0202-B*1503-Cw*0202-DRB1*090102-DQA1*0303- 
DQB1*0202 (1.9%).  
Estes dados sugerem que esta população, pelo perfil típico de haplótipos e alelos HLA, não 
possui um risco acrescido de desenvolvimento de CCU. No entanto,para a confirmação 
desta hipótese, teríamos que ter acesso ao perfil alélico e haplotípico do grupo de doentes.   
 
V.3.Susceptibilidade genética – p53 
Vários estudos investigaram as frequências Arg/Arg, Pro/Pro e Pro/Arg no codão 72 do 
TP53 em doentes com cancro que incluiram pulmão [44], mama [45], bexiga [46] e CCU 
[47]. 
Apesar de esta variante não modificar a actividade biológica da proteína, vários estudos 
sugerem que a presença do polimorfismo contribui de forma distinta para o desenvolvimento 
do CCU: a variante p53arg é inactivada com mais eficácia pela oncoproteína E6 dos HPV de 
alto risco do que a variante p53pro. 
Segundo os dados de Storey et al [36] as mulheres com o genótipo Arg/Arg são mais 
susceptíveis ao desenvolvimento de CCU do que as que possuem os alelos Pro/Pro ou 
Pro/Arg. Contudo esta ligação continua a ser muito controversa com resultados díspares 
apresentados por vários estudos. Os dados apresentados neste trabalho, não apresentam 
qualquer ligação entre o polimorfismo em questão e as mulheres afectadas com CCU.  
É possível que na presença de factores de risco adicionais, a contribuição do polimorfismo 
no TP53 se torne irrelevante. Como exemplo temos as variações intratípicas naturais do 
HPV (variantes na oncoproteína E6) que podem estar envolvidas na progressão ou 
regressão das lesões induzidas por HPV [48] . O estudo de Storey et al [36] mostra que 
ambas as variantes do TP53 são alvo da E6, apesar da p53arg ser um substrato 
preferencial para a E6. É possível que diferentes eficiências de degradação dos 
polimorfismos do TP53 tenham um impacto marginal na carcinogénese do colo do útero 
sendo por isso detectada apenas uma fraca associação. 
 
V.4.Susceptibilidade genética - MTHFR 
O MTHFR cataliza a conversão de 5,10-metilenotetrahidrofolato em 5-metiltetrahidrofolato, a 
forma predominante de folato no plasma, importante para a síntese de metionina [49]. A 
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variante causada pela substituição C677T no gene, reduz a actividade enzimática, 
promovendo o decréscimo dos níveis de 5-metiltetrahidrofolato. O folato é essencial para a 
síntese de nucleótidos e o seu nível reduzido tem implicações na replicação celular, reparo 
do DNA e hipometilação do DNA [50]. Segundo Fowler et al, os níveis de hipometilação do 
DNA em biopsias de tecido cervical foi relacionado com as concentrações de folato neste 
tecido, o que sugere o seu envolvimento no mecanismo da supressão tumoral cervical 
mediada pelo HPV [50]. 
O genótipo TT está associado a uma baixa actividade enzimática, baixos níveis de folato e 
elevados níveis de homocisteína no plasma. A sua influência no risco de CCU ainda não é 
clara mas, segundo o estudo de Goodman et al [37] as mulheres com o genótipo TT 
possuem três vezes mais risco de lesão intraepitelial do colo do útero do que as mulheres 
com genótipo CC. Por outro lado tanto o estudo de Lambropoulos et al [51] como o presente 
estudo não detectaram qualquer relação entre o genótipo TT e o CCU. 
A hipometilação poderá ter um papel importante no CCU tanto a nível do hospedeiro como 
na transformação mediada pelo HPV. Foi já demonstrado que a integração do DNA do HPV 
nas células do hospedeiro infectado é facilitada quando existe hipometilação em locais 
específicos do promotor do vírus e que a metilação do DNA se apresenta como um 
regulador importante na modulação da expressão do HPV [52].  
Os resultados discrepantes sobre a associação dos genótipos MTHFR ao CCU podem-se 
dever à forte interacção gene-ambiente entre os níveis de folato e o polimorfismo no 
MTHFR. Os autores que sugerem que este polimorfismo pode causar protecção em 
determinados cancros, concordam que o seu efeito protector é mais elevado quando os 
suplementos de folato na dieta são adequados [51]. Quando há redução nos grupos metil 
(ex: baixa metionina ou consumo de álcool elevado) a metilação anormal do DNA pode ser a 
principal causa do mecanismo da tumorogénese [49]. 
No estudo de Goodman et al, para além do risco associado ao genótipo TT, foi reportado 
que o consumo de folato na dieta está inversamente relacionado com o risco de displasia 
cervical. Infelizmente, no presente estudo não há dados sobre o estado do folato nas 
mulheres, pelo que não são possíveis conclusões sobre este aspecto.  
 
V.5.Susceptibilidade genética – IL23R 
A maior parte das infecções por HPV são eliminadas sem consequências para o hospedeiro, 
mas, uma pequena parte destas infecções consegue escapar ao sistema imunitário com 
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sucesso[53]. As infecções persistentes por HPV têm sido associadas à inflamação crónica, 
um importante co-factor no desenvolvimento de cancro. 
Um dos aspectos centrais da infecção por HPV é a fuga ao sistema imunitário, ao invés de 
inibi-lo activamente. Esta fuga é conseguida por uma combinação de factores que inclui a 
restrição da infecção viral e a replicação em locais anatómicos específicos, ausência de lise 
celular e níveis de expressão reduzidos de proteínas virais. Contudo, apesar da exposição 
reduzida ao sistema imunitário, são desencadeados potentes mecanismos antivirais e 
imunomodulatórios que incluem a activação da via do interferão (IFN) bem como produção 
de outras citoquinas associados ao processo de inflamação [54]. 
As citoquinas pró-inflamatórias (interleucinas, transforming growth factor,TGF e tumor 
necrosis factor, TNF) são importantes mediadores na inflamação da pele e mucosas. Neste 
contexto, os queratinócitos são os principais contribuidores para a produção de citoquinas 
na resposta aos diversos estímulos incluindo as infecções virais [17].  
A concentração local de citoquinas pode ter impacto profundo na resposta imunitária 
adaptativa ao HPV. A elevada concentração de TNF pode induzir as células Tnaive a 
diferenciarem-se em células T reguladoras, enquanto baixos níveis de TNF associados à IL-
6 podem induzir a diferenciação das células Th17, que estão envolvidas na eliminação de 
microorganismos patogénicos na mucosa [55]. Outro mecanismo utilizado pelo sistema 
imunitário para diferenciar células Th17 é a produção de IL-23 pelas células dendríticas, 
macrófagos e possivelmente queratinócitos [56].  
Além da participação na diferenciação das células Th17, a IL-23 é sobre-expressa em 
conjunto com a IL-17 em tecido tumoral [25]. A predominância de “pathways” mediados pela 
IL-23 na carcinogénese química sugere que esta está envolvida nos mecanismos de evasão 
das células TCD8+ (detecção e eliminação), e na promoção da reestruturação tecidular e 
neo-angiogénese, necessários ao crescimento dos tumores malignos [25]. 
Devido à associação da IL-23 e do seu receptor em mecanismos inflamatórios que também 
ocorrem na infecção por HPV e ao seu papel na carcinogénese, colocou-se neste estudo a 
hipótese de existirem polimorfismos no IL-23R que pudessem influenciar estes processos. 
Para tal elegeram-se dois polimorfismos, o rs10889677 previamente associado ao processo 
de carcinogénese [25] e o rs7517847 associado a processo inflamatório [29]. Infelizmente no 
presente estudo, não se identificaram quaisquer aumentos estatisticamente significativos 




V.6.Susceptibilidade genética - IL12 
Outro mecanismo de inflamação associado à infecção por HPV é a via do IFN. Os 
interferões são moléculas antivirais que colectivamente induzem o estado de resistência à 
replicação viral das células infectadas e das células vizinhas e a uma sobre-regulação da 
resposta imune celular contra os agentes virias [17]. Estes efeitos são exercidos pela ligação 
de IFN do tipo I (IFN-α e IFN-ß) e do tipo II (IFN-γ) a receptores específicos celulares que 
activam a via de transdução de sinal JAK/STAT [17]. Os STATs são subsequentemente 
dimerizados, fosforilados e deslocados para o núcleo, activando os genes-alvo. A 
fosforilação de STAT4 é essencial para o aumento da produção de IFN-γ e diferenciação 
subsquente de células Th1 [21]. 
A citoquina IL-12 é responsável pelo desenvolvimento de células Th1, que depois de 
activadas produzem IL-2, IFN-γ e TNF-α, desempenhando papel crítico na resposta imune 
contra as infecções virais [31, 57].  
A IL-12 é uma citoquina heterodimérica composta por duas subunidades: a IL-12 p35 e a IL-
12 p40, que são codificadas por dois genes diferentes, IL12A e IL12B respectivamente [58].  
A par da participação nos mecanismos de inflamação, a actividade anti-tumoral da IL-12 foi 
amplamente demonstrada em modelos animais incluindo melanomas, carcinomas 
mamários, carcinoma de cólon e sarcomas [59].  
No estudo de Chen et al [34], investigou-se a associação dos polimorfismos rs568408 G/A e 
rs2243115 T/G da IL12A e rs3212227 A/C da IL12B e o risco de cancro do colo do útero em 
mulheres chinesas. Descobriram pela primeira vez que os polimorfismos rs568408 da IL12A 
e rs3212227 da IL12B contribuíam para o aumento de risco, principalmente na fase inicial de 
cancro, o que suporta a hipótese de que polimorfismos potencialmente funcionais na IL-12 
desempenham um papel importante na etiologia do CCU [34]. No presente estudo não foi 
identificada qualquer associação entre os polimorfismos estudados na IL-12 e o CCU. 
VI.Conclusões 
. 
1. Este estudo permitiu caracterizar os tipos de HPV mais frequentes no CCU na 
população Açoriana, concluindo-se que o HPV16 é o tipo mais frequente.  
2. Não foi possível retirar quaisquer conclusões do estudo dos alelos / haplótipos HLA, 




3. Foram comparados 6 polimorfismos nos genes TP53, MTHFR, IL23R, IL12A e IL-
12B entre um grupo de doentes e um grupo controlo. Não foram identificadas 
quaisquer associações estatisticamente significativas entre os polimorfismos 
estudados e a susceptibilidade ao CCU. 
4. Por se tratar de uma amostra pequena os resultados aqui apresentados não devem 
ser extrapolados para a população geral com CCU. Para atingir este objectivo, 
seriam necessárias mais amostras o que só é possível se o estudo for ou mais 
retrospectivo (obtenção de parafinas mais antigas) ou se for continuado por um 
período de tempo mais prolongado. 
 
VII.Bibliografia 
1. Schiffman, M., et al., Human papillomavirus and cervical cancer. Lancet., 2007. 370(9590): p. 
890-907. 
2. Clifford, G.M., et al., Human papillomavirus types in invasive cervical cancer worldwide: a 
meta-analysis. Br J Cancer., 2003. 88(1): p. 63-73. 
3. Clifford, G.M., et al., Comparison of HPV type distribution in high-grade cervical lesions and 
cervical cancer: a meta-analysis. Br J Cancer., 2003. 89(1): p. 101-5. 
4. Parkin, D.M., et al., Global cancer statistics, 2002. CA Cancer J Clin., 2005. 55(2): p. 74-108. 
5. Pinheiro, P.S., et al., Cancer incidence and mortality in Portugal. Eur J Cancer., 2003. 39(17): 
p. 2507-20. 
6. Cancer., I.C.o.E.S.o.C., Comparison of risk factors for invasive squamous cell carcinoma and 
adenocarcinoma of the cervix: collaborative reanalysis of individual data on 8,097 women 
with squamous cell carcinoma and 1,374 women with adenocarcinoma from 12 
epidemiological studies. Int J Cancer., 2007. 120(4): p. 885-91. 
7. Cancer, W.I.I.C.o.H.a.C., Human Papillomavirus and related Cancers in Portugal. Summary 
Report 2010. 
8. Clifford, G., et al., Chapter 3: HPV type-distribution in women with and without cervical 
neoplastic diseases. Vaccine, 2006. 24(3). 
9. Dutra, I., et al., Characterisation of human papillomavirus (HPV) genotypes in the Azorean 
population, Terceira island. Infect Agent Cancer., 2008 Apr 21;3:6. 3(6). 
10. Munoz, N., et al., Epidemiologic classification of human papillomavirus types associated with 
cervical cancer. N Engl J Med., 2003. 348(6): p. 518-27. 
11. Chan, S.Y., et al., Analysis of genomic sequences of 95 papillomavirus types: uniting typing, 
phylogeny, and taxonomy. J Virol., 1995. 69(5): p. 3074-83. 
12. Trottier, H. and E.L. Franco, The epidemiology of genital human papillomavirus infection. 
Vaccine, 2006. 24(1): p. 1-15. 
13. Tjalma, W.A., et al., Role of human papillomavirus in the carcinogenesis of squamous cell 
carcinoma and adenocarcinoma of the cervix. Best Pract Res Clin Obstet Gynaecol., 2005. 
19(4): p. 469-83. 
14. Castellsagué, X. and N. Muñoz, Chapter 3: Cofactors in human papillomavirus carcinogenesis-
-role of parity, oral contraceptives, and tobacco smoking. J Natl Cancer Inst Monogr., 2003. 
31: p. 20-8. 




(5): p. 698-701. 
16. Scott, M., D.P. Stites, and A.B. Moscicki, Th1 cytokine patterns in cervical human 
papillomavirus infection. Clin Diagn Lab Immunol., 1999. 6(5): p. 751-5. 
17. Boccardo, E., A.P. Lepique, and L.L. Villa, The Role of Inflammation in Hpv Carcinogenesis. 
Carcinogenesis., 2010. Epub ahead of print. 
18. de Araujo Souza, P.S., L. Sichero, and P.C. Maciag, HPV variants and HLA polymorphisms: the 
role of variability on the risk of cervical cancer. Future Oncol., 2009. 5(3): p. 359-70. 
19. Hildesheim, A. and S.S. Wang, Host and viral genetics and risk of cervical cancer: a review. 
Virus Res., 2002. 89(2): p. 229-40. 
20. Cuzick, J., et al., Association between high-risk HPV types, HLA DRB1* and DQB1* alleles and 
cervical cancer in British women. Br J Cancer., 2000. 82(7): p. 1348-52. 
21. Tan, Z.Y., et al., Interleukin-23: immunological roles and clinical implications. Int J Biochem 
Cell Biol., 2009. 41(4): p. 733-5. 
22. Ahern, P.P., et al., Interleukin-23 drives intestinal inflammation through direct activity on T 
cells. Immunity., 2010. 33(2): p. 279-88. 
23. Langrish, C.L., et al., IL-23 drives a pathogenic T cell population that induces autoimmune 
inflammation. J Exp Med., 2005. 201(2): p. 233-40. 
24. Awasthi, A. and V.K. Kuchroo, Th17 cells: from precursors to players in inflammation and 
infection. Int Immunol., 2009. 21(5): p. 489-98. 
25. Zhang, Z., et al., Association of interleukin-23 receptor gene polymorphisms with risk of 
ovarian cancer. Cancer Genet Cytogenet., 2010. 196(2): p. 146-52. 
26. Pirhonen, J., S. Matikainen, and I. Julkunen, Regulation of virus-induced IL-12 and IL-23 
expression in human macrophages. J Immunol., 2002. 169(10): p. 5673-8. 
27. Langowski, J.L., et al., IL-23 promotes tumour incidence and growth. Nature, 2006. 442(7101): 
p. 
28. Pimentel-Santos, F.M., et al., Association of IL23R and ERAP1 genes with ankylosing 
spondylitis in a Portuguese population. Clin Exp Rheumatol., 2009. 27(5): p. 800-6. 
29. Duerr, R.H., et al., A genome-wide association study identifies IL23R as an inflammatory 
bowel disease gene. Science., 2006. 314(5804): p. 1461-3. 
30. Oppmann, B., et al., Novel p19 protein engages IL-12p40 to form a cytokine, IL-23, with 
biological activities similar as well as distinct from IL-12. Immunity, 2000. 13(5): p. 715-25. 
31. Arosa, F.A., E.M. Cardoso, and F.C. Pacheco, Fundamentos de Imunologia. 2007. 
32. Brunda, M.J., et al., Antitumor and antimetastatic activity of interleukin 12 against murine 
tumors. J Exp Med., 1993. 178(4): p. 1223-30. 
33. Noguchi, Y., et al., Effect of interleukin 12 on tumor induction by 3-methylcholanthrene. Proc 
Natl Acad Sci U S A., 1996. 93(21): p. 11798-801. 
34. Chen, X., et al., Interactions of IL-12A and IL-12B polymorphisms on the risk of cervical cancer 
in Chinese women. Clin Cancer Res., 2009. 15(1): p. 400-5. 
35. Jiang, P., et al., Association of TP53 codon 72 polymorphism with cervical cancer risk in 
Chinese women. Cancer Genet Cytogenet., 2010. 197(2): p. 174-8. 
36. Storey, A., et al., Role of a p53 polymorphism in the development of human papillomavirus-
associated cancer. Nature., 1998. 393(6682): p. 229-34. 
37. Goodman, M.T., et al., Association of methylenetetrahydrofolate reductase polymorphism 
C677T and dietary folate with the risk of cervical dysplasia. Cancer Epidemiol Biomarkers 
Prev., 2001. 10(12): p. 1275-80. 
38. Sutton, B.C., et al., Distribution of human papillomavirus genotypes in invasive squamous 
carcinoma of the vulva. Mod Pathol., 2008. 21(3): p. 345-54. 
39. Bertelsen, B.I., et al., HPV subtypes in cervical cancer biopsies between 1930 and 2004: 




40. Andreassen, C.N., et al., Optimisation and validation of methods to assess single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) in archival histological material. Radiother Oncol., 2004. 72(3): p. 351-
6. 
41. Huijsmans, C.J., et al., Comparative analysis of four methods to extract DNA from paraffin-
embedded tissues: effect on downstream molecular applications. BMC Res Notes., 2010. 
14(3): p. 239. 
42. Armas, J., et al., HLA-A, -B, -Cw, -DQA1, -DQB1 and -DRB1 alleles in a population from the 
Azores. Hum Immunol., 2004. 65(9-10): p. 862-864. 
43. Spínola, H., et al., HLA class I and II polymorphisms in Azores show different settlements in 
Oriental and Central islands. Tissue Antigens., 2005. 66(3): p. 217-30. 
44. Weston, A., et al., Allelic frequency of a p53 polymorphism in human lung cancer. Cancer 
Epidemiol Biomarkers Prev., 1992. 1(6): p. 481-3. 
45. Papadakis, E.N., D.N. Dokianakis, and D.A. Spandidos, p53 codon 72 polymorphism as a risk 
factor in the development of breast cancer. Mol Cell Biol Res Commun., 2000. 3(6): p. 389-92. 
46. Chen, W.C., et al., Distributions of p53 codon 72 polymorphism in bladder cancer--proline 
form is prominent in invasive tumor. Urol Res., 2000. 28(5): p. 293-6. 
47. Koushik, A., R.W. Platt, and E.L. Franco, p53 codon 72 polymorphism and cervical neoplasia: a 
meta-analysis review. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev., 2004. 13(1): p. 11-22. 
48. Zehbe, I., et al., Risk of cervical cancer and geographical variations of human papillomavirus 
16 E6 polymorphisms. Lancet., 1998. 352(9138): p. 1441-2. 
49. Ma, J., et al., Methylenetetrahydrofolate reductase polymorphism, dietary interactions, and 
risk of colorectal cancer. Cancer Res., 1997. 57(6): p. 1098-102. 
50. Fowler, B.M., et al., Hypomethylation in cervical tissue: is there a correlation with folate 
status? Cancer Epidemiol Biomarkers Prev., 1998. 7(10): p. 901-6. 
51. Lambropoulos, A.F., et al., Methylenetetrahydrofolate reductase polymorphism C677T is not 
associated to the risk of cervical dysplasia. Cancer Lett., 2003. 191(2): p. 187-91. 
52. Rösl, F., et al., The effect of DNA methylation on gene regulation of human papillomaviruses. 
J Gen Virol., 1993. 74 (Pt 5): p. 791-801. 
53. Wu, T.C. and R.J. Kurman, Analysis of cytokine profiles in patients with human papillomavirus-
associated neoplasms. J Natl Cancer Inst., 1997. 89(3): p. 185-7. 
54. Villa, L.L., et al., Prophylactic quadrivalent human papillomavirus (types 6, 11, 16, and 18) L1 
virus-like particle vaccine in young women: a randomised double-blind placebo-controlled 
multicentre phase II efficacy trial. Lancet Oncol., 2005. 6(5): p. 271-8. 
55. Zhou, L. and D.R. Littman, Transcriptional regulatory networks in Th17 cell differentiation. 
Curr Opin Immunol., 2009(21): p. 2. 
56. Piskin, G., et al., In vitro and in situ expression of IL-23 by keratinocytes in healthy skin and 
psoriasis lesions: enhanced expression in psoriatic skin. J Immunol., 2006. 176(3): p. 1908-15. 
57. Liu, L., et al., IL12 polymorphisms, HBV infection and risk of hepatocellular carcinoma in a 
high-risk Chinese population. Int J Cancer., 2010. 
58. Han, S.S., et al., Interleukin-12 p40 gene (IL12B) polymorphisms and the risk of cervical cancer 
in Korean women. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol., 2008. 140(1): p. 71-5. 
59. Colombo, M.P. and G. Trinchieri, Interleukin-12 in anti-tumor immunity and immunotherapy. 










- Os Anexos I, II e III referem-se a trabalhos publicados pela autora no âmbito do 
tema da tese. 
- O Anexo IV foi publicado no decorrer do ano da elaboração da tese. Foi elaborado 
após participação da autora na rede de laboratórios para o diagnóstico da infecção 




















Anexo I - Characterisation of human papillomavirus (HPV) genotypes in the 












































Anexo IV - Novel fast reverse transcriptase PCR assay for molecular detection 
of human influenza A (H1N1) virus. 
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